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ABSTRACT

SignificanceofEZH2,p16andKi-67Expressionin

GastricAdenocarcinoma

Choe,MyoungJa

Advisor:Prof.Lee,MiJa

DepartmentofMedicine,

GraduateSchoolofChosunUniversity

 

Background:Atthemolecularlevel,gastrictumorsarisefrom multiplegenetic

andepigeneticalterationsthatinvolveoncogenes,tumorsuppressorgenes,cell

cycleregulators,celladhesionmoleculesandDNA repairgenes.Theenhancer

ofzestehomolog2(EZH2),amemberofthepolycombgroupofprotein,plays

an importantrolein cellproliferation and cellcycleregulation.EZH2 was

overexpressedinaggressiveformsofprostate,breast,bladderandendometrial

cancers.p16geneisimplicatedinpathogenesisofmanyhumantumorsand

eveninregulationofnormalcellulargrowth,togetherwithtyrosinekinasesand

tumor transforming growth factors. This study aimed to evaluate the

clinicopathologicsignificanceoftheexpressionofthreeproteins, EZH2(tissue

developmentanddifferentiation),p16(crucialtocell-cyclecontrol)andKi-67in

patientswithgastricadenocarcinoma.Methods:Theexpressionpatternswere

examinedbyimmunohistochemistryin115patients.Theresultswerecompared

with both clinicopathologic factors (age, sex, Lauren classification type,

histologicgrade,tumorsize,pTcategory,lymphnodemetastasisandstage)and

theoverallsurvival.Results:TheexpressionofEZH2,p16andKi-67wasnot

correlatedwithanyclinicopathologicfactors.Highexpressionof EZH2was
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significantly correlated with score of Ki-67 expression in gastric

adenocarcinoma.Multivariate analysis showed thattumorlocation,histologic

grade,pT,pN andlossofp16expressionhadasignificantcorrelationwith

survival.Conclusion:Theseresultsdemonstratedthatcorrelationbetweenloss

ofp16expression,tumorlocation,histologicgradeandpT,andsurvivalwas

found.Thereforep16expressionmaybeanadditionalprognosticmarker,and

provides useful information for survival in gastric cancer patients.The

siginificanceofrelationshipbetweenEZH2andKi-67expressionwillbeneeded

todeterminebyadditionalresearchinfuture.

KeyWords:Gastricadenocarcinoma,EZH2,p16,Ki-67,Survival
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I.서 론

암은 우리나라에서 2010년 기 으로 체 암 종별 비교 시 발생률과 유병률에

서 2 ,사망률로는 인구 10만 명 당 13.6명으로 세 번째로 높은 질환이다.
1
암의

조기진단과 치료에 많은 발 이 이루어졌으나 아직도 해결해야 할 과제가 남아 있

다.그 에서 분자 수 에서의 암 발생의 규명은 암의 진단과 치료 후 결

정에 요한 정보를 제공해 것으로 기 된다.
2
암 발생은 오랜 기간에 걸쳐 단

계 으로 이루어지며 세포의 과다 증식,유 자 불안정성,세포사멸기 불활성화

같은 요한 요인들이 복합 으로 여되어 있다.이 세포주기 조 기 이상으

로 인한 세포의 과다 증식은 다단계 발암과정(cacinogenesis)의 시발 으로 간주되

는데 이는 세포주기 조 유 자가 암세포 성장을 진하는 암유 자(oncogene)나

암세포 성장을 억제하는 종양억제 유 자(tumorsuppressorgene)로서의 역할을

하기 때문이다.3,4

EZH2는 리의 ‘EnhancerofZeste’단백과 같은 배열을 보여주는 것으로 확

인된 핵단백이고 polycomb그룹의 단백 구성요소로 간주된다.5 한 EZH2가 시험

과 체내에서 pRb2/p130과 상호작용 한다는 것을 확인하 고 이 단백-단백 상호

작용의 기능은 pRb2/p130의 cyclinA같은 세포주기 진유 자에 한 억제활동에

여 하는데 이것은 EZH2발 에 따라 pRb2/p130기능을 비활성화 시키는 새로운

메카니즘의 바탕이 되는 것이다.
6
한 EZH2는 염색질 재구성에 참여함으로 유

자 발 조 에 여하여 발달 인 배아에서 넓게 발 되고 조직성숙과 분화에

따라 쇠퇴한다.EZH2는 가장 공격 형태의 립선암에서 과발 되는 것으로 나타

나 임상결과와의 상 성을 보여 주 으며 이런 형태의 암에서 공격성과 좋지 않은

후의 새로운 표지자로서 역할을 제시하 다.
5

p16유 자는 9번 염색체에 존재하며 세포주기를 억제 조 하는데 여하는

cyclin-dependentkinase(CDK)inhibitor이다.이것은 세포주기 증식에 여하

는 CDK4/6와 결합하여 매활동을 억제하며 이 과정에서 세포분열 시기가 합성

기(lateG1phase)에서 합성기(Sphase)로 유입되지 않음으로서 DNA 합성 과정을

거치지 못하게 하는 역할을 한다.
7
염색체 9p21 치에는 p16과 같은 종양억제유

자로 알려진 p15(INK4B)와 p14(ARF)는 p16(INK4A)과 alternativesplicing에 의
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해 encode되는 유 자이며,
8,9
MDM2-p53complex와 결합하여 p53의 하를 억제

시키는 것으로 알려져 있다.
10,11

Ki-67은 핵단백으로 G₀와 기 G1을 제외한 모든 세포 주기에 발 되는 감수성

과 특이성이 높은 세포증식에 한 표 인 표지자로 알려져 있다.12세포의 증식

력은 악성 종양의 생물학 특징을 결정짓는 표 인 요인의 하나로 알려져 있다.

Ki-67은 세포의 증식과정에서 휴지기인 G₀시기를 제외한 G1기,S기 M기 등 주

로 세포주기의 활성기에 출 하므로 Ki-67발 이 많은 종양은 빠른 증식을 보이

며 생물학 형태상 악성도가 높은 것으로 알려져 있다.
13-16

본 연구에서는 다양한 유 자의 발 의 면역조직화학 검사로 악성 암의 이

해와 측에 도움이 될 수 있는 증거를 찾아보고 샘암종 진행에 련된 분자

메커니즘을 밝히기 해 EZH2,p16 Ki-67의 발 정도와 임상병리학 인자와

의 상 성을 평가하며 환자 생존율과 연 시켜 샘암종 조직에서 이들 단백 발

의 임상병리학 의미를 알아보고자 하 다.
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II.연구재료 방법

A.연구 재료

본 연구는 2002년 1월부터 2003년 12월까지 조선 학교 병원에서 샘암종으로

진단받고 외과 제술을 시행한 환자 라핀 포매 조직이 보 되어 있는 115

를 상으로 하 다.수술 에 항암요법이나 방사선치료를 받은 경우는 제외하

다.

B.연구 방법

1.임상소견 병리조직학 검색

선택한 환자의 임상 기록,병리 진단지와 조직검사 슬라이드 등을 재검토하여

환자의 나이와 성별을 조사하 다.

Lauren분류17에서 장형 55 (55.4%),미만형 44 (33.8%),혼합형 16 (10.8%)

다.암종의 치는 상부 1/3에 10 (6.4%), 간 1/3에 45 (35.1%),하부 1/3에

50 (52.8%), 체에 8 (5.7%) 다.종양의 조직학 분화는 WHO분류
18
에 따

라 고분화형, 분화형 분화형으로 분류하 을 때 고분화형 6 (7.6%), 분화

형 47 (40.1%), 분화형 62 (52.3%) 다.종양의 크기는 5cm 미만과 5cm 이

상으로 분류하 는데 5cm 미만 83 (72.3%),5cm 이상 32 (27.7%) 다.

원발 종양의 침윤 깊이(pT)는 AJCC(AmericanJointCommitteeonCancer)의

CancerStagingManual
19
에 따라 막과 막하 침윤(pT1),고유근육 침윤(pT2),

장막하 침윤(pT3),장막을 뚫었거나 인 한 장기나 구조로 침윤(pT4)으로 분류하

다.림 이여부는 이가 없는 경우(pN0),1-2개 림 이가 있는 경우

(pN1),3-6개 림 이가 있는 경우(pN2)와 7개 이상 림 이가 있는 경우
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(pN3)로 분류하 다.

그 결과 원발 종양의 침윤 깊이는 pT1이 29 (40.8%),pT2가 19 (12.1%),pT3

는 34 (26.1%),pT4는 33 (21.0%) 다.림 이는 pN0가 44 (51.6%),pN1

이 19 (13.4%),pN2가 26 (18.4%),pN3가 26 (16.6%) 다.병기는 I군이 38

(49.7%),II군이 26 (17.8%),III군이 51 (32.5%) 다.

2.면역조직화학 검사

본 연구에 사용된 1차 항체는 표 1에 요약되어 있다.선택한 라핀 포매 조직을 4μ

m 두께로 박 하여 면역염색용 슬라이드에 부착하 다.면역염색은 자동화 면역염

색기(BenchmarkXT,VentanaMedicalSystemsInc.,Tucson,AZ,USA)로 시행

하 으며,UltraVeiw UniversalDAB DetectionKit(VentanaMedicalSystems

Inc.)를 이용하 다.사용한 일차항체는 자동화 면역염색기(42℃)에서 1시간동안 반

응시킨 후 헤마톡실린으로 조염색 하 다.이 슬라이드를 다시 80%,90%,100%

의 알코올에 차례 로 3분씩 담가 탈수시킨 후 Xylene에 담갔다가 입하 다.

3.면역조직화학 염색의 정

염색결과 정은 환자의 임상병리학 인자에 한 사 정보가 없는 상태에서

이루어졌다.EZH2는 세포핵에 염색되는 경우가 체 암세포의 50% 미만이면 발

(low)으로,50% 이상이면 고발 (high)으로 평가하 다.
20
p16은 핵 는 핵과 세

포질에 염색되는 경우를 정하고 체 종양세포 양성을 보이는 종양세포가

10% 미만이면 음성반응(negative)으로 소실된 것으로 정하 으며,10% 이상이면

양성반응(positive)으로 발 으로 정하 다.21Ki-67염색은 핵에 뚜렷하게 염색되

는 경우를 정하 으며 종양세포의 염색범 를 네 등 (score0:<1%,score1:

1-25%,score2:26-50%,score3:51-100%)으로 평가하 다.
21
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4.통계학 분석

EZH2,p16 Ki-67 발 과 임상병리학 인자들과의 상 성은 Pearson

Chi-squaretest로 검정하 고,EZH2,p16 Ki-67발 간의 상 성은 교차분석

후 Fisher’s exact test로 검증하 다.생존률 분석은 다변량 생존 분석법

(multivariatesurvivalanalysis)으로 검정하 으며 SAS 로그램 (version9.2)을

사용하 다.통계 유의성 검증은 p<0.05수 에서 이루어 졌다.
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III.결 과

1.EZH2면역조직화학 발 에 따른 임상병리학 의의

샘암종 115 EZH2단백은 57 (49.6%)에서 고발 (Fig.1)을 보 으며,

EZH2단백발 정도와 여러 임상병리학 인자들과의 상 성을 분석하 을 때(표

2)나이 요인을 제외하곤 상 성이 없었다.환자의 나이가 60세 이상일수록 발 이

감소하 다(p=0.02).

2.p16면역조직화학 발 과 임상병리학 의의

샘암종에서 p16단백 발 은 70 (60.9%)에서 양성으로 발 되었다(Fig.2).

그러나 p16단백 발 유무와 여러 임상병리학 인자들(나이,성별,종양의 치,

Lauren분류,조직학 분화도,침윤의 깊이,림 이 등)과의 상 성은 없었

다.(표 3)

3.Ki-67면역조직화학 발 과 임상병리학 의의

Ki-67단백은 종양세포의 핵에서 양성(Fig.3)을 보 다.Ki-67단백 발 의 결

과를 분석해 보았을 때 Lauren분류의 장형에서 54.5%,조직학 분화가 나쁜 군

에서 48.4%로 score3발 이 다른 인자에서 보다 높았지만 통계학 유의성은 없

었다.(포 4)

4.EZH2,p16 Ki-67단백 간의 상 성

샘암종에서 EZH2,p16과 Ki-67단백 간의 상 성을 비교해 보았을 때 EZH2

단백과 Ki-67단백 발 간에는 서로 비례하는 상 성(p=0.01)을 보 는데 EZH2
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발 이 증가하면 Ki-67발 도 증가하 고,높은 Ki-67발 은 EZH2고발 과

계가 있었다.그러나 p16단백과 Ki-67단백 발 간에는 상 성이 없었다.

5.임상병리학 인자와 생존율과의 다변량 분석

생존여부에 한 추 기간은 5-7년이었다.생존여부와 생존기간을 조사한 115명

환자들의 생존율은 53.8% 다.생존율과 환자의 나이 성별,Lauren분류,종양

의 치,조직학 분화도,종양의 크기,종양의 침윤 깊이(pT),림 이수(pN),

병기와의 상 성을 서로 비교한 다변량 분석을 보았을 때 종양의 치,종양의 침

윤깊이,조직학 분화도,림 이와 p16발 소실이 생존여부와 상 성이 있

었다.(표 6)기존에 알려진 임상병리학 인자 외에 p16단백 발 이 음성인 경우

생존율이 감소함을 보 다.
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Ⅳ.고 찰

암은 세계 으로 질병과 사망의 주요 원인이다.특히 한국에서의 암은 암

발생률 유병률 2 이고 사망 원인 에서는 3 를 차지하고 있다.
1
가장 신뢰할

수 있는 후 인자는 종양의 병기이다.종양의 등 과 조직학 분화도 한 유용

한 요소일 수 있다. 샘암종을 포함한 암종의 진행은 다단계 과정을 거치며 암이

진행되는 동안 세포 내에서 유 변이의 순차 축 이 이루어진다.
15
세포증식은

cyclin과 CDKs로 구성된 단백 복합체에 의해 제어되는 세포주기를 통해 조직 이

고 시간 으로 제어된 진행을 따른다.22그 세포주기 기 후기 G1단계 사이,

그리고 S G2/M단계 사이에 있는 체크포인트에 의해 결정되는데 세포주기 제어

의 주요 기여는 p16,p21,p27같은 CDK억제인자에서 나온다.
15

유 자 사 억제제로 알려진 EZH2단백의 과발 은 립선암 유방암,방

암,자궁암 등 다양한 악성종양과 련이 있다고 보고되고 있다.15,23EZH2는 정상

조직보다 암조직에서 더 높이 발 되었고 그 발 정도는 종양의 크기와 침투의

깊이, 침윤,림 이 임상단계와 상 성이 높은 것으로 나타났다.
5,24

EZH2기능은 histone을 메틸화하여 polycomb억제복합체의 하부 단 를 매화

하는 것이다.Polycomb그룹 단백은 암 진행 뿐 만 아니라 배아와 성체 기세포

유지에 기여하는 염색질 변화 인자이다.EZH2는 그 자체로서는 효소 활동이 부족

하지만 여러 기 에서 억제유 자로서 기능하는 EZH2복합체를 만들고 polycomb

억제복합체와 특정 폴리펩티드와 련이 있다고 추정된다.
25

한 EZH2과발 과

립선암의 진행사이에 한 상 계가 보고되었다.5Matsukawa등24의 연구에

서는 EZH의 발 정도가 높은 암 환자가 EZH2발 이 안 되었거나 낮은 암

환자보다 만족스럽지 못한 후를 가지는 것을 보여 주었다. 한 EZH2발 은

암 세포로 국한되고 정상 막은 EZH2면역반응성을 미약하게 보이거나

보여 주지 않았으며 샘 상피세포의 핵에 국한되었다고 보고하 다.이러한 연구 결

과로 EZH2의 과발 은 암의 발암과 진행에 향을 미치는 것을 알 수 있으며

EZH2가 새로운 바이오마커로 사용될 수 있음을 암시하 다.Mattioli등
15
의 연구

에서는 높은 수 의 EZH2를 발 하는 종양들은 더 공격 인 생물학 행태와 상

이 있다는 것을 발견하 다. 암 조직에서 높은 수 의 EZH2발 은 이의 발
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생과 유의미하게 련이 있었는데 이것은 암종 확산에 있어서 이 단백질의 가능

한 역할을 나타낸다.

그러나 본 연구에서는 샘암종 115 EZH2단백의 고발 은 57 (49.6%)

에서 보 으나 나이 요인을 제외한 여러 임상병리학 인자들과의 상 성은 없었

다. 한 생존율과의 상 성도 찰되지 않아 새로운 후인자로서의 의미를 제시

하지 못하 다.그러므로 이를 분명히 규명하기 해서는 더 많은 암환자 조직을

이용한 추후 연구가 필요하리라 생각한다.

유방암을 비롯한 흑색종,신경교종,백 병,췌장암 등에서 자주 찰되는 p16유

자의 이상소견은 주로 돌연변이,이형 합 상실 동형 합 결실 등이다.

한 p16단백의 불활성화 상태도 보고되고 있다.
26,27
그러나 원발성 암에서는 p16

유 자 변이의 빈도가 매우 낮다고 알려져 있다.
28,29
p16유 자의 불활성화의 기능

이 소실되면 세포주기 진행이 억제되지 않아 결국 과도한 세포분열이 래되어 세

포수가 비정상 으로 증가한 것이 암 발생의 요한 원인으로 밝 짐에 따라 p16

유 자를 도입시킴으로써 암세포 성장을 억제하고자 하는 유 자 치료법이 각 을

받고 있다.
30,31
p16단백은 pRb기능이 결여된 세포들에서 과발 되고 피드백 루

에 참여할 수 있는데 거기서 pRb에 의한 p16발 의 억제는 CDK4가 인산화 되고

pRb를 억제하도록 허용한다.p16단백은 구체 으로 CDK4와 CDK6을 억제하고

그것들의 활동을 억제하는 것에 의해 pRb를 비활성화 시킨다.
15
한국인 암세포주

인 SNU 484암세포에 정상 p16유 자를 도입한 결과 암세포 성장이 2배 느려졌

으며 세포의 크기가 커졌다.30암세포가 커지면서 성장속도가 느려지는 것은 분화된

암조직의 형태학 특징 하나이며 분화된 암조직은 치료 후도 좋은 것으로

보고되고 있다.
31

암에서 p16발 의 결핍은 p16 로모터 역의 과메틸화에 의

한 불활성화가 주요한 기 으로 p16유 자의 제거가 암 분화와 이의 정도에

련이 있다는 것을 보여 주었다.20반면에 Mattioli등15의 연구에서는 p16발 이

임상병리학 매개 변수들과는 상 성이 없다고 밝혔는데 이것은 본 연구 결과와

도 일치한다.본 연구에서 p16발 이상인 소실은 샘암종 115 45

(39.1%)에서 보 다.p16발 소실은 여러 임상병리학 인자들과의 상 성은 없

었으나 생존율과의 다변량 분석에서 기존의 인자들인 종양의 치,종양의 침윤깊

이(pT),조직학 분화도,임 이(pN)와 함께 생존율과 상 성을 보여 새로운
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후인자로서의 의미를 제시하 다.이는 기존의 연구결과
30,31
에서 나타난 정상 p16

유 자 도입으로 암세포 성장을 억제할 수 있다는 사실을 뒷받침해 주며 p16유

자 치료법의 가능성을 시사 한다고 생각한다.

Ki-67은 휴지 인 세포에서는 발 하지 않지만 증식 인 세포에서는 발 되는

핵 항원과 반응하는 단클론 항체이다.이 항원의 발 은 세포주기 늦은 G1

S,G2,M기 단계에서 우선 으로 발생하지만 G0단계의 세포에서는 항원을 감지할

수 없다.따라서 항체는 새롭게 발생된 암의 증식세포를 감지하기 해 종양병리에

사용된다.Ki-67표시지수로 단클론 항체 MIB-1을 사용하여 세포성장과 련된

Ki-67항원을 면역조직화학 으로 측정하여 계산되며 이것의 정 효과는 암

에서도 평가 되었다.
32,33

Yabuki등
34
은 정상 조직과 샘암종에서 Ki-67과

topoisomeraseⅡ를 염색한 결과 상 계가 있었으며 Ki-67에 한 양성율이

topoisomeraseⅡ의 양성율 보다 높다고 하 다.담 암에서의 Ki-67증식능 지수

에 한 연구
36
에서도 림 이가 있거나 림 이가 있는 환자에서 수치가

의미있게 높아 수술 후 생존율을 하시키는 요한 후 인자라고 주장 하 다.

Yonemura등
35
은 내시경 생검으로 얻어진 암조직에서 Ki-67표시지수를 측정

하고 이를 수술로 제된 암의 여러 가지 병리학 소견과 비교하여 Ki-67표시

지수가 침범 림 침윤이 있는 군과 림 이가 있는 군에서 상

으로 높음을 보았고 Ki-67표시지수가 높은 군이 후가 좋지 않음을 보고 하 다.

본 연구에서는 Score3발 이 Lauren분류 장형에서,조직학 분화도가 나쁜

군에서 다른 군보다 높게 보 지만 통계학 유의성은 없었다.Mattioli등15의 연구

에서는 Ki-67과 p16발 간에 높은 통계 상 성이 있었다고 보고 하 으나 본

연구에서는 의미있는 상 성은 없었다.Choi등
23
의 연구에서 높은 EZH2발 은

Ki-67 p53발 과 상 이 있다고 보고하 으며 Mattioli등
15
도 EZH2의 발 정

도와 Ki-67,p52 pRb2/p130발 사이에서 의미 있는 상 성이 있다고 하 다.

본 연구에서도 EZH2발 이 증가하면 Ki-67발 도 증가하 고 높은 Ki-67발

은 높은 EZH2발 으로 양의 상 계가 찰되었다.그러나 이러한 소견들은 더

많은 암환자 조직을 이용한 추후 연구를 통해 의미를 규명하는 것이 필요하리라

생각한다.
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Ⅴ.결 론

본 연구는 암의 진행에 련된 인자를 밝히기 해 샘암종에서 EZH2,

p16 Ki-67의 발 의 유용성을 알아보며 암 환자의 후를 견하는데 이

용되어 왔던 임상병리학 인자와의 상 성을 평가하고 환자 생존율과 연 시

켜 각 단백의 발 의 임상 인 의미를 알아보고자 하 다.2002년 1월부터 2003

년 12월까지 조선 학교 병원에서 샘암종으로 진단받고 외과 제술을 시행

한 환자 라핀 포매 조직이 보 되어 있는 115 를 상으로 면역조직화학 염

색을 시행하 다.그 결과 p16발 소실은 기존의 인자들인 종양의 치,종양의

침윤깊이(pT),조직학 분화도,림 이 상태(pN)와 함께 생존율에서 통계학

으로 유의한 상 성을 보여 새로운 후 인자로서의 의미가 있음을 제시하 다.

이는 암 환자에서 정상 p16유 자 도입을 통한 유 자 치료법의 가능성을 시사

한다고 생각한다.EZH2의 고발 과 Ki-67발 정도는 여러 임상병리학 인자들

생존율과의 상 성이 찰되지 않아 암의 후인자로서의 가치가 낮다고 생

각된다.그러나 이를 분명히 규명하기 해서는 더 많은 암환자 조직을 이용한

추후 연구가 필요하리라 생각한다.
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Table1.Primaryantibodiesusedinthisstudy

Antibody Dilution Type Source

EZH2 1:200 polyclonal Invitrogencoporation,CA

p16 1:200 polyclonal VentanaMedical,Arizona

Ki-67 1:100 monoclonal VentanaMedical,Arizona
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Table2.CorrelationbetweenEZH2expressionandclinicopathologicparameters

ingastricadenocarcinoma

EZH2expression

Total

(n=115)

Low

(n=58)

High

(n=57)
p-value

Age(yr) <60 52 20 32 0.02*

≥ 60 63 38 25

Sex Male 74 39 35 0.51

Female 41 19 22

Laurentype intestinal 55 22 33 0.07

diffuse 44 25 19

mixed 16 11 5

Location upperthird 10 3 7 0.27

middlethird 45 24 21

lowerthird 50 24 26

entire 10 8 2

Histologicgrade well 6 4 2 0.18

moderately 47 19 28

poorly 62 35 27

Tumorsize(cm) <5 72 37 35 0.28

≥ 5 43 19 24

Depthofinvasion pT1 29 13 16 0.62

pT2 19 12 7

pT3 34 16 18

pT4 33 17 16

LNmetastasis pN0 44 21 23 0.93

pN1(1-2) 19 9 10

pN2(3-6) 26 14 12

pN3(≥ 7) 26 14 12

Stage I 38 20 18 0.64

II 26 11 15

III 51 27 24

Low :<50% ofcancercells,High:≥50% ofcancercellsandintense

*p>0.05
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Table3.Correlationbetweenp16expressionandclinicopathologicfactors

ingastricadenocarcinoma

p16expression

Total

(n=115)

negative

(n=45)

positive

(n=70)
p-value

Age(yr) <60 52 19 33 0.60

≥ 60 63 26 37

Sex Male 74 29 45 0.99

Female 41 16 25

Laurentype intestinal 55 18 37 0.31

diffuse 44 21 23

mixed 16 6 10

Location upperthird 10 3 7 0.80

middlethird 45 18 27

lowerthird 50 20 30

entire 10 4 6

Histologicgrade well 6 4 2 0.21

moderately 47 15 32

poorly 62 26 36

Tumorsize(cm) <5 72 24 48 0.22

≥ 5 43 23 20

Depthofinvasion pT1 29 9 20 0.71

pT2 19 9 10

pT3 34 14 20

pT4 33 13 20

LNmetastasis pN0 44 15 29 0.31

pN1(1-2) 19 5 14

pN2(3-6) 26 13 13

pN3(≥ 7) 26 12 14

Stage I 38 13 25 0.50

II 26 9 17

III 51 23 28
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Table4.CorrelationbetweenKi-67expressionandclinicopathologicfactors

ingastricadenocarcinoma

ScoreofKi-67expression

Total

(n=115)

0

(n=1)

1

(n=21)

2

(n=39)

3

(n=54)
p-value

Age(yr) <60 52 0 7 22 23 0.25

≥ 60 63 1 14 17 31

Sex Male 41 1 8 15 17 0.49

Female 74 0 13 24 37

Laurentype intestinal 55 0 9 16 30 0.49

diffuse 44 1 10 15 18

mixed 16 0 2 8 6

Location upperthird 10 0 3 1 6 0.69

middlethird 45 1 7 17 20

lowerthird 50 0 9 18 23

entire 8 0 2 1 5

Histologicgrade well 6 0 2 2 2 0.92

moderately 47 0 9 16 22

poorly 62 1 10 21 30

Tumorsize(cm) <5 72 0 14 22 36 0.97

≥ 5 28 0 5 9 14

Depthofinvasion pT1 29 0 6 12 11 0.09

pT2 19 1 1 4 13

pT3 34 0 9 8 17

pT4 33 0 5 15 13

LNmetastasis pN0 44 1 7 14 22 0.84

pN1(1-2) 19 0 4 8 7

pN2(3-6) 26 0 7 8 11

pN3(≥ 7) 26 0 3 9 14

Stage I 38 1 6 13 18 0.85

II 26 0 5 10 11

III 51 0 10 16 25
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Table 5.Correlation among EZH2,p16 and Ki-67 expression in gastric

adenocarcinoma

ScoreofKi-67expression(%)

1 2 3 Total p-value

EZH2Low 16(13.9) 23(20.0) 19(16.5) 58(50.4) 0.005*

High 6(5.1) 16(14.0) 35(30.5) 57(49.6)

Total 22(19.0) 39(34.0) 54(47.0) 115(100)

p16 Negative 9(7.8) 16(13.9) 2017.4) 45(39.1) 0.910

Positive 13(11.3) 23(20.0) 34(29.6) 70(60.9)

Total 22(19.1) 39(33.9) 54(47.0) 115(100)

*p>0.05
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Table6.Multivariateanalysisofoverallsurvivalingastricadenocarcinoma

Variables HR 95% CI pvalue

Age(≥60/<60) 0.76 0.37-1.52 0.44

Sex(male/female) 2.06 0.96-4.42 0.06

Tumorsize(≥5/<5) 0.83 0.39-1.74 0.61

Location (middle/upper) 1.47 0.44-4.92 0.54

(low /upper) 0.76 0.23-2.49 0.65

(entire/upper) 15.26 3.15-73.87 0.00

Depthofinvasion (pT2/pT1) 3.49 0.82-14.86 0.09

(pT3/pT1) 4.23 0.58-30.81 0.16

(pT4/pT1) 17.91 1.98-162.01 0.01*

Histologicgrade (grade2/grade1) 0.18 0.04-0.74 0.02*

(grade3/grade1) 0.09 0.02-0.49 0.01*

Laurentype (diffuse/intestinal) 1.79 0.49-6.50 0.37

(mixed/intestinal) 1.93 0.57-6.48 0.29

LNmetastasis (pN1/pN0) 1.42 0.36-5.56 0.61

(pN2/pN0) 2.37 0.26-21.38 0.44

(pN3/pN0) 9.84 0.96-100.92 0.05*

Stage (Stage2/Stage1) 2.15 0.28-16.82 0.46

(Stage3/Stage1) 0.22 0.01-7.22 0.40

EZH2 (High/Low) 1.52 0.68-3.41 0.31

p16 (negative/positive) 0.47 0.22-0.00 0.04*

Ki-67 (score2,3/score1) 0.84 0.37-1.90 0.67

HR:Hazardratio,CI:Confidenceinterval

*p>0.05
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Fig.1.Immunostaining forEZH2 shows high expression in normalgastric

mucosa(upperleftofA),intestinaltype(lowerrightofA)anddiffusetype(B)

ofgastricadenocarcinoma.

A

B
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Fig.2.Immunostainingforp16showsfocalpositiveinnormalgastricmucosa

(rightofA)andnegative(leftofA)orpositive(B)ingastricadenocarcinoma.

A

B
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Fig.3.ImmunostainingforKi-67showsfocalpositiveinnormalgastricmucosa

(rightofA)andpositive(score3,leftofAandB)ingastricadenocarcinoma.

A

B
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